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Ágrip 

Húðin er ytri vörn líkamans og jafnframt hluti af ónæmiskerfi hans. Ef varnir húðarinnar bregðast og 

mótefnavaki kemst í húðvefinn og veldur sýkingu mæta frumur ónæmiskerfisins til leiks. Angafrumur 

sem staðsettar eru í húð taka upp mótefnavakann og flytjast til nærliggjandi eitilvefja. Þar ræsa 

angafrumurnar T- frumur sem eru sértækar fyrir mótefnavakanum. Við ræsingu T- fruma breytist 

tjáning á ratvísissameindum á yfirborði þeirra en sameindirnar stýra í hvaða vefi T- frumurnar fara. 

Angafrumur sem taka upp mótefnavaka í húð ræsa T- frumur sem hefja tjáningu á CLA sameindinni 

og hafa frumurnar sértækni fyrir mótefnavökum úr húð. Stór hluti CLA+ T- fruma tjá efnatogsviðtakann 

CCR4 sem bindst CCL17 efnatoganum sem er tjáður á æðaþeli húðar. CCR10 efnatogsviðtakinn er 

tjáður á hluta CLA+ CCR4+ T- fruma. Efnatogi CCR10 er CCL27 og er hann tjáður í húðfrumum.  

Þegar T- frumur skríða úr blóðrás og yfir æðaþelið tengist CLA sameindin E- selektín á æðaþeli húðar. 

CCR4 viðtakinn bindst svo CCL17 efnatoganum og þá virkjast integrinsameindir á T- frumunum sem 

tengjast viðloðunarsameindum á æðaþelinu. T- frumurnar geta þar með skriðið yfir æðaþelið og í 

leðurhúð sem er neðra vefjalag húðar og að mestu byggt úr kollageni. T- frumurnar skríða úr leðurhúð 

yfir í yfirhúð fyrir tilstilli CCR10 viðtakans sem bindst CCL27 í húðfrumum í yfirhúð. Þegar komið er í 

húðvefinn sinna T- frumur hlutverki við að virkja aðrar ónæmisfrumur eða ráðast á veirusýktar frumur. 

Markmið þessa verkefnis var að hanna frumuræktunarmódel sem líkir eftir skriði T- fruma í húð. 

Einnig að skoða áhrif húðfruma og D- vítamíns á tjáningu húðsértækra ratvísissameinda á yfirborði T- 

fruma. Umhverfisþættir, þar á meðal D- vítamín og boðefni sem eru til staðar við ræsingu T- fruma eru 

talin hafa áhrif á tjáningu húðsértækra ratvísissameinda T- fruma.  

Hönnun frumuræktunarmódels fólst í tilraunum á skriði fruma í kollagengel, sem líkir að nokkru leyti 

eftir kollagenríkri leðurhúð. Efnatogarnir CCL19 og CCL17 voru steyptir í gelið til að auka frumuskrið. 

CCL19 bindst CCR7 viðtakanum á T- frumum og CCL17 bindst CCR4 viðtakanum. Uppsetning á 

samrækt æðaþels- og húðfruma í Transwell kerfi var hluti af hönnun frumuræktunarmódelsins. 

Húðfrumur voru ræktaðar í botni frumuræktunarbrunns og æðaþelsfrumur ræktaðar á himnu í efri 

frumuræktunarbrunni Transwell bakkans. Frumuskrið var skoðað með því að mæla tjáningu á 

húðsértæku ratvísissameindunum hjá T- frumum sem voru bundnar við æðaþelið og hjá T- frumum 

sem skriðu yfir æðaþelslagið og í botn til húðfruma.  

Áhrif húðfruma og D- vítamíns á tjáningu húðsértækra ratvísissameinda T- fruma voru skoðuð með 

samrækt einkjarna blóðfruma og húðfruma, með eða án D- vítamíns.  

Tilraunirnar gáfu vísbendingu um að húðfrumur hafi áhrif á CLA tjáningu hjá T- frumum, en tjáning 

húðsértæku CLA sameindarinnar á T- frumum lækkaði í samrækt með húðfrumum. Frekari 

uppsetningatilraunir á frumuræktunarmódelinu þurfa að fara fram til að fullvinna módelið. 
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Abstract 

The skin is our outermost defence against the external environment and also part of our immune 

system. If a foreign antigen infects the skin, dendritic cells pick up the antigen, migrate to associated 

lymphoid tissue where they activate the adaptive immune system, including T cells. Upon activation by 

dendritic cells, the expression of homing molecules in T cells change and the cells start to express 

non- lymphoid tissue specific homing molecules.  Dendritic cells binding skin derived antigen migrate 

to nearby lymphoid tissue and activate T cells which start to express the CLA skin homing molecule. 

CLA+ T cell have specificity towards antigens derived from skin and can infiltrate the skin if the CCR4 

chemokine receptor is coexpressed. CCR4 binds to the CCL17 chemokine which is expressed on 

vascular endothelium in skin. CCL27 is expressed on epidermal keratinocytes, the chemokine binds to 

the CCR10 receptor, expressed by CLA+ CCR4+ T cells. The CLA molecule in T cells binds to E- 

selectin, expressed on vascular endothelium in skin. Then CCR4 binds to CCL17 and activate integrin 

molecules in T cells which binds adhesion molecules on the endothelium. The T cells are then able to 

infiltrate skin by crossing the vascular endothelium and into dermis. The T cells migrate to epidermis 

when the CCR10 receptor binds to the CCL27 chemokine. When T cells have migrated to skin their 

role is to activate immune cells and kill virus infected cells. 

The aim of this project was to develop experimental model that mimics T cell migration to the skin. 

Also to study the effects of epidermal keratinocytes and vitamin D on skin homing molecule 

expression in T cells.  

The first step in the developement of the experimental model was to study cell migration to 

collagen gel. The idea was to use collagen gel to mimic the dermis layer in the skin which is mainly a 

tissue of collagen protein. The chemokines CCL17 og CCL19 were added to collagen gels to increase 

the cell migration. The next step in the developement of the experimental model was to culture 

keratinocytes and HUVEC in Transwell assay. The cell migration was observed by analysing the 

expression of skin homing molecules in T cells binding the HUVEC and in T cells that were able to 

cross the HUVEC and migrate to the keratinocyte layer. The effects of keratinocytes and vitamin D on 

skin homing molecule expression in T cells were studied in a coculture of keratinocytes and peripheral 

blood mononuclear cells +/- vitamin D.  

The results give a conclusion that keratinocytes effects the CLA expression in T cells. The CLA 

expression in T cell was decreased in a culture with keratinocytes. Further experiments need to take 

place in the developement of the experimental model. 
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1 Inngangur  

1.1 Ónæmissvar húðar 

Húðin er ein af helstu vörnum líkamans til að verjast utanaðkomandi meinvöldum og gegnir því 

mikilvægu hlutverki í ónæmiskerfinu. Húðin skiptist í yfirhúð (e. epidermis) og leðurhúð (e. dermis). 

Yfirhúðin skiptist í fjögur lög, stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum og stratum 

corneum, (mynd 1). Neðsta lag yfirhúðar er stratum basale en þar fer fram frumufjölgun húðfruma (e. 

keratinocytes). Milli yfirhúðar og leðurhúðar liggur svo grunnhimnan sem hjálpar til við að þroska og 

sérhæfa húðfrumurnar. Húðfrumur eru í miklum meirihluta í yfirhúð en aðrar frumur finnast þar einnig 

eins og t.d. litfrumur (e. melanocytes), taugaskynfrumur (e. merckel cells) og angafrumur sem nefnast 

Langerhansfrumur. Leðurhúðin er að mestu bandvefur sem samanstendur af kollageni, elastískum vef 

og reticular þráðum. Í leðurhúð er einnig að finna bandvefsfrumur, taugafrumur auk ónæmisfruma, þar 

á meðal angafrumur, T- frumur, átfrumur og mastfrumur. Blóðæðar liggja í gegnum leðurhúð þaðan 

sem frumur ónæmiskerfisins geta skriðið til og frá á ferðalagi sínu milli blóðrásar og húðar. Vessaæðar 

eru í leðurhúðinni og liggja þær til eitilvefja, angafrumur flytjast frá húð og til eitilvefja í gegnum 

vessaæðarnar (1).  

 

Mynd 1. Vefjasamsetning húðar.  

Húðin skiptist í tvö lög sem aðskiljast af grunnhimnu. Efri vefjahlutinn nefnist yfirhúð og sá 
neðri leðurhúð. Húðfrumur skipa stærsta hluta af vef yfirhúðar sem skiptist í fjóra hluta. 
Angafrumur sem nefnast Langerhansfrumur og litfrumur liggja meðal húðfruma í yfirhúðinni. 
Leðurhúðin er bandvefur, sem samanstendur af kollageni, elastískum vef og reticular þráðum. 
Frumur í leðurhúð eru bandvefsfrumur, taugafrumur og auk þess ónæmisfrumur, þar á meðal 
angafrumur, T- frumur, átfrumur og mastfrumur. Blóð og vessaæðar liggja í gegnum 
leðurhúðina, mynd frá (1). 
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Ef ytra byrði húðarinnar bregst þarf náttúrulega ónæmiskerfið að taka til starfa. Húðfrumur í yfirhúð 

geta hafið ónæmissvar með því að virkjast í gegnum Toll-like viðtaka sem þær tjá á yfirborði sínu.  

Toll-like viðtakarnir bindast ekki sértækum mótefnavökum heldur þekkja sameindir sem eru algengar 

meðal mótefnavaka sem komast inn í húðina. Sameindirnar sem Toll-like viðtakar bindast eru meðal 

annars LPS (lipopolysaccaride) sameindir á bakteríuveggjum, flaggelin á yfirborði baktería og 

kjarnsýrusameindir í bakteríum (2).   

Toll-like viðtakarnir á yfirborði húðfruma virkja þar með húðfrumurnar til að hefja framleiðslu á 

boðefnum og bakteríudrepandi peptíðum. Húðfrumurnar virkjast einnig til að tjá efnatoga og 

efnatogsviðtaka en hlutverk efnatoga er að draga fleiri hvít blóðkorn í vefinn (2). Húðfrumur framleiða 

bakteríudrepandi peptíðin, cathelicidin og β-defensin. Peptíðin ráðast að bakteríum með því að rjúfa 

frumuhimnu þeirra, auk þess sem peptíðin miðla boðefnaframleiðslu í húðinni og toga fleiri hvít 

blóðkorn til húðar (1).  

Toll-like viðtakar á húðfrumum virkja IL-1β boðefnaseytingu með því að bregðast við útfjólubláum 

geislum sem komast inn fyrir ytra byrði húðar. Húðfrumur framleiða óvirkt IL-1β en boðefnið er ekki 

virkt fyrr en húðfrumurnar eru virkjaðar í gegnum Toll-like viðtaka og ensímið caspase-1 verður 

starfhæft og virkjar IL-1β boðefnið (3).  

Boðefnaseyting húðfruma getur haft áhrif á húðfrumurnar sjálfar og aðlægar frumugerðir í 

húðvefnum. Húðfrumur framleiða m.a. boðefnin TNF-α, IL-1β, IL-10, og IL-18 (1). 

Nái frumur náttúrulega ónæmiskerfisins sem eru fyrstu varnir ónæmiskerfisins ekki að vinna bug á 

mótefnavakanum þá taka frumur sérhæfða ónæmiskerfisins við. Angafrumur gegna lykilhlutverki í að 

ræsa starfsemi T- og B- fruma sem eru frumur sérhæfða ónæmiskerfisins. Það sem einkennir starf 

sérhæfða ónæmiskerfisins er að frumur þess bera mikla sértækni fyrir mótefnavökum og angafrumur 

ræsa einungis þær frumur sem eru sértækar fyrir mótefnavakanum. Hlutverk T- fruma er að drepa 

veirusýktar frumur og virkja aðrar frumur ónæmiskerfisins.  B- frumur sinna hins vegar vessabundnu 

ónæmi. B- frumur eru meðal annars virkjaðar af T- frumum og angafrumum til að mynda mótefni gegn 

sértækum mótefnavökum og seyta út í blóðrás (4). 

Angafrumur eru upprunnar í beinmerg þaðan sem þær fara sem einkyrningar (e. monocytes) í 

blóðrás en geta skriðið í vefi og orðið að angafrumum. Angafrumur eru m.a. sýnifrumur en þær geta 

sýnt mótefnavaka á yfirborði sínu og ræsa aðra frumur sem eru sértækar fyrir mótefnavakanum.  

Angafrumurnar gegna lykilhlutverki við að byggja brú milli náttúrulega og sérhæfða ónæmiskerfisins 

því auk þess að ræsa frumur sérhæfða kerfisins þá er boðefnaseyting ræstra angafruma hluti af 

ónæmisvari náttúrulega ónæmiskerfisins (4). Langerhansfrumur eru angafrumur sem eru staðsettar 

meðal húðfruma í yfirhúð. Í leðurhúðinni eru angafrumur ásamt fleiri hvítum blóðkornum, svo sem T- 

frumum og átfrumum (1). 

Þegar angafrumurnar eru í óþroskuðu ástandi í húðinni geta þær ekki ræst aðrar frumur, en þegar 

angafrumurnar taka upp mótefnavaka fara þær í gegnum þroskun og aukna sérhæfingu. Þroskun 

angafrumunnar leiðir til þess að þær verða sýnifrumur og geta þar með ræst ónæmissvar í öðrum 

frumum, þar á meðal T- frumum. Angafrumurnar hefja tjáningu á hjálparsameindunum CD80 og CD86 

sem gerir þeim kleift að tengjast T- frumuviðtakanum á yfirborði T- fruma. CD80 og CD86 viðtakarnir 

gegna einnig hlutverki við T- frumu sérhæfingu í angafrumuræsingunni. IL-12 boðefnaframleiðsla 
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angafrumunnar hefst við þroskun hennar en IL-12 boðefnasvarið er nauðsynlegt fyrir ræsingu T- 

frumunnar. Í óþroskuðu ástandi angafrumunnar er tjáning MHC vefjaflokkasameinda í umfrymi 

angafrumunnar. Þegar angafrumurnar taka upp mótefnavaka er hann brotinn niður í peptíðbúta. MHC 

sameindin bindur peptíðbút og flyst á yfirborð angafrumunnar þar sem mótefnavakinn er sýndur T- 

frumum (4). 

Angafrumur hafa nokkrar aðferðir til þess að taka upp mótefnavaka sem þær rekast á í húðinni. 

Angafrumurnar taka upp mótefnavaka með frumuáti (e. phagocytosis) (4), með viðtakamiðlaðri 

innfrymun (e. endocytosis) en í óþroskuðu ástandi angafrumunnar er mikil tjáning á yfirborðsviðtökum. 

Þar á meðal eru Toll-like viðtakar sem taka upp sameindir sem eru svo gleyptar með innfrymun. 

Viðtakarnir eru ekki sértækir fyrir mótefnavakasameindum heldur þekkja sameindir sem eru algengar 

meðal mótefnavaka. Tjáning þessara viðtaka minnkar þegar mótefnavakinn hefur verið tekinn upp í 

angafrumuna og er það hluti af þroskun hennar í að verða sýnifruma (5).  Angafrumur geta einnig tekið 

upp sameindir með frumudrykkju (e. macropinocytosis) en þá mynda þær átbólu um 

utanfrumuvökvann sem er svo tekinn upp í frumuna. Angafrumurnar eru stöðugt að kanna umhverfi 

sitt í leit að mótefnavökum og geta tekið upp sameindir í nanomolar og picomolar styrk með aðferðum 

sínum (4). 

Ræsing T- fruma fer fram í eitlum og flytjast angafrumur frá vefjum í gegnum vessaæðar til 

eitlanna. Þar ræsa angafrumurnar T- frumur í gegnum T- frumuviðtaka sem er sértækur fyrir 

mótefnavakanum sem er bundinn MHC vefjaflokkasameindinni á yfirborði angafrumanna.  

T- frumuviðtakinn er á yfirborði T- frumanna en fleira þarf að koma til við ræsinguna en binding MHC 

vefjaflokkasameinda og viðtakans. CD4 eða CD8 sameindirnar á T- frumum þurfa einnig að bindast 

MHC sameindinni. T- frumuviðtakinn tengist CD28 sameindinni á T- frumum sem gegnir því hlutverki 

að bindast CD80 og CD86 hjálparsameindunum á angafrumunni. Binding CD28 við CD80 og CD86 á 

angafrumum leiðir til IL-2 boðefnaframleiðslu T- frumunnar. Seyting IL-2 er nauðsynleg fyrir T- 

frumufjölgun og sérhæfingu þeirra í ræsingu auk þess sem boðefnaframleiðsla angafrumunnar er 

nauðsynleg fyrir sérhæfingu T- frumusvarsins (6). 

1.2 T- frumur 

T- frumur eru upprunnar í beinmerg frá blóðmyndandi stofnfrumum. T- frumurnar fara úr beinmerg og í 

hóstarkirtil þar sem þær gangast undir frekari þroskun sem felur í sér genaendurröðun á  

T- frumuviðtakanum. Genaendurröðunin leiðir til þess að T- frumuviðtakinn hefur mikla sértækni fyrir 

mótefnavökum. Í hóstarkirtli fer einnig fram jákvætt og neikvætt val á T- frumum. Jákvætt val leiðir til 

þess að CD4 og CD8 tvíjákvæðar T- frumur fullþroskast og verða annað hvort óreyndar CD4 eða CD8 

einjákvæðar T- frumur. Neikvætt val í hóstarkirtli felst í því að angafrumur sýna T- frumum 

sjálfsmótefnavaka, ef T- frumuviðtakinn bindst sjálfsmótefnavakanum og ónæmissvar ræsist í T- 

frumunum þá er þeim umsvifalaust eytt í hóstarkirtlinum áður en þær ná að komast í blóðrás. Þetta 

ferli á að koma í veg fyrir ræsingu T- fruma vegna sjálfsmótefnavaka. T- frumur fara frá hóstarkirtli sem 

óreyndar CD4+ eða CD8+ T- frumur en óreyndar T- frumur hafa ekki hitt fyrir og bundist mótefnavaka 

sem þær eru sértækar fyrir (7). 

MHC sameindir á angafrumum sem einnig eru tjáðar á öðrum frumum líkamans flokkast í tvær 

gerðir sameinda, MHC I og II. Þessir tveir flokkar MHC sameinda skipta T- frumum í tvo undirhópa,  
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CD4+ og CD8+ T- frumur eftir því hvora MHC sameindina þær tengjast við angafrumuræsingu.  

T- frumur sem bera CD4 sameindina bindast MHC II sameindum og CD8+ T- frumur bindast MHC I 

sameindum. CD4+ og CD8+ T- frumur hafa mismunandi hlutverk enda eru MHC sameindirnar sem 

þær bindast með ólíka virkni. MHC I sameindin bindur innanfrumumótefnavaka, sem eru sameindir frá 

veirum en þær eru innanfrumusýklar. Hlutverk CD8+ T- frumanna er því dráp veirusýktra fruma.  MHC 

II sameindin sem bindst CD4+ T- frumum, bindur utanfrumumótefnavaka sem eru teknir upp í 

angafrumuna. Hlutverk CD4+ T- fruma er að virkja aðrar frumur ónæmiskerfisins meðal annars B- 

frumur til að mynda mótefni, átfrumur til frumuáts í vefjum og toga hvít blóðkorn á sýkingarstað (4). 

Meginundirflokkar CD4+ T- fruma eru T- stjórnunarfrumur, TH1-, TH2- og TH17- frumur. Þær hafa 

mismunandi virkni og boðefnaframleiðslu en flokkun frumanna er byggð á því hvaða boðefni þær 

framleiða. Boðefni sem eru til staðar og seytt af angafrumum við T- frumuræsingu ákvarða í hvaða 

undirflokk T- fruman sérhæfist. Angafrumur sem seyta IL-12 og IFN-γ sérhæfa TH1- frumusvar en IL-4 

seyting sérhæfir TH2- frumusvar. TGF-β boðefnið stuðlar að T- stjórnunarfrumu- og TH17- 

frumusérhæfingu (7). 

Við ónæmissvar seyta TH1- frumur m.a. boðefninu IFN-γ sem dregur að fleiri átfrumur í vefi. 

Átfrumurnar eru virkjaðar til að auka frumuát og fjarlægja þannig bakteríur úr sýktum vef. TH1- 

frumuboðefni geta einnig haft áhrif á B- frumur til að framleiða mótefni. TH2- frumur seyta boðefnum 

sem virkja óræstar B- frumur til að framleiða IgM mótefni og sérhæfa virkjaðar B- frumur til að 

framleiða IgG, IgA og IgE mótefnaísótýpur. TH17- frumur gegna mikilvægu hlutverki í drápi á 

bakteríum með því að virkja þekjufrumur til að tjá efnatoga sem draga að kleifkyrninga (e. 

neutrophiles) í vefi. T- stjórnunarfrumur stjórna jafnvægi ónæmissvars og koma í veg fyrir þróun 

sjálfsofnæmissjúkdóma. T- frumur gegna hlutverki í frumubundnu ónæmi og því þurfa þær að komast 

úr blóðrás og í vefi til að sinna störfum við virkjun ónæmisfruma (7).  

T- frumur geta skriðið úr blóðrás og í vefi, en frumurnar skríða yfir æðaþelið til þess að komast á 

áfangastað. Í blóðrás flæða frumurnar mjög hratt og rúlla eftir æðaþelinu. Við það verður laus tenging 

selektínsameinda við bindla sína. E- selektín og P- selektín eru tjáð á æðaþeli í ónæmissvari en hvít 

blóðkorn tjá L- selektín. Lausleg tenging myndast milli æðaþels og T- fruma í gegnum 

selektínsameindirnar en til að sterkari binding verði þurfa efnatogsviðtakar á yfirborði T- fruma að 

bindast efnatogum sem eru tjáðir á æðaþelinu (8). 

Efnatogar eru tjáðir í æðaþeli og fleiri vefjum og er skipt upp í tvo hópa eftir staðsetningu á 

cysteinesameindum í amínósýruröð þeirra. CC efnatogar hafa tvær aðliggjandi cysteinesameindir en 

CXC efnatogar hafa amínósýruhóp sem aðskilur cysteinesameindirnar. Efnatogar bindast 

efnatogsviðtökum á hvítum blóðkornum en hlutverk efnatogans er að toga hvít blóðkorn úr blóðrás og í 

vefi þar sem bólga hefur myndast og ónæmissvar verið ræst. T- frumur og önnur hvít blóðkorn tjá á 

yfirborði sínu efnatogsviðtaka en þeir eru eru G- próteintengdir viðtakar í frumuhimnu. Þegar efnatogi 

tengist efnatogsviðtakanum þá breytist lögun viðtakans sem veldur því að hann tengist G- próteini og 

af stað fara  efnahvörf sem leiða til þess að boðferli fer í gang sem fruman bregst við (9). 
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Tenging efnatoga og efnatogsviðtaka leiðir til virkjunar á integrinsameindum, en það eru sameindir 

á yfirborði T- frumanna sem tengjast viðloðunarsameindum á æðaþeli. Þegar integrinsameindir hafa 

bundist sameindum á æðaþeli myndast sterk tenging milli T- fruma og æðaþels sem gerir  

T- frumunum kleift að skríða milli æðaþelsfruma og í vefi, (mynd 2). Bólguástand í líkamanum stuðlar 

svo að auknu skriði T- fruma yfir æðaþelið og í vefi vegna aukinnar tjáningar efnatoga á 

æðaþelsfrumum sem taka þátt í skriði T- frumanna úr blóðrás. T- frumur í blóðrás hafa mismunandi 

tjáningu á yfirborðssameindum sem stýra og forrita í hvaða vefi frumurnar skríða (10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Mynd 2. Skrið T- fruma úr blóðrás og í vefi.  

Lausleg tenging verður milli selektínsameinda við bindla sína þegar T- frumurnar flæða eftir 
æðaþelinu í blóðrás. Fastari tenging kemst svo á þegar efnatogar tjáðir á æðaþeli tengjast 
efnatogsviðtökum á yfirborði T- fruma. Við tengingu efnatoga og viðtaka þeirra virkjast 
integrinsameindir T- fruma sem tengjast svo viðloðunarsameindum á æðaþeli. T- frumur 
skríða svo í gegnum æðaþelið og í vefi, mynd frá (11). 

 

Óreyndar T- frumur tjá efnatogsviðtakann CCR7 sem bindst efnatogunum CCL19 og CCL21 sem 

eru tjáðir í æðaþeli. Þegar óreyndu T- frumurnar skríða eftir æðaþelinu bindst L- selektín á yfirborði 

frumanna við æðaþelssameindina PNA (peripheral node addressin), bindingin leiðir til lauslegrar 

tengingar milli óreyndu T- frumanna og æðaþelsins. Tenging CCR7 viðtakans við efnatogana CCL21 

og CCL19 leiðir til virkjunar á LFA-1, VLA-4 og α4β7 sem eru integrinsameindir á æðaþelinu. 

Integrinsameindirnar bindast viðloðunarsameindum á æðiþeli, LFA-1 bindst ICAM-1, VLA-4 bindst 

VCAM-1 og α4β7 bindst MadCAM-1. Þegar integrinsameindirnar bindast viðloðunarsameindum á 

æðaþeli geta T- frumurnar skriðið milli æðaþelsfrumanna og úr blóðrás. Óreyndar T- frumur eru á 

stanslausri hreyfingu úr blóðrás og í eitla þar sem þær leitast við að vera ræstar af angafrumum.  

T- frumuræsing hefst ef T- frumuviðtakinn er sértækur fyrir mótefnavakanum sem angafruman sýnir. Ef 

T- frumurnar ræsast ekki snúa þær aftur til blóðrásar en ef ræsing hefst þá sérhæfast T- frumurnar og 

tjáning ratvísissameinda á yfirborði þeirra breytist. Tjáning á eitlasértæku ratvísissameindunum L-

selektín og CCR7 minnkar og T- frumurnar tjá ratvísissameindir sem eru sértæktar fyrir vefi sem ekki 

eru af eitilvefjauppruna (9) (10). 

Í ónæmissvari breytast aðstæður í æðaþeli. Blóðflæði um vefi eykst með útvíkkun æða, bólga 

myndast og sameindir og frumur eiga auðveldara með að skríða í vefi því æðar verða lekari. Tjáning 

viðloðunarsameinda á æðaþeli eykst og þær tengjast hvítum blóðkornum sem skríða yfir æðaþelið  á 

leið úr blóðrás (12). TNF-α og IL-1β eru bólguboðefni sem seytt eru af frumum náttúrulega 
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ónæmiskerfisinas í upphafi ónæmissvars, auk þess sem T- frumur, æðaþelsfrumur og húðfrumur 

framleiða boðefnin (13) (1). Seyting boðefnanna verkar á æðaþelsfrumurnar með auknu bólgusvari og 

tjáning efnatogans CCL21 og viðloðunarsameindanna  E- selektín, ICAM- 1 og VCAM- 1 eykst. Þessi 

viðbrögð æðaþels í ónæmissvari leiða til aukningar á skriði T- fruma úr blóðrás og í eitilvefi (10). 

 

1.3 Ratvísi T- fruma 

Þegar óreyndar T- frumur eru ræstar af angafrumum breytast ratvísiseiginleikar þeirra og frumurnar 

hefja tjáningu á viðtökum sem stuðla að vefjasértækri ratvísi, en óreyndar T- frumur tjá eitlasértæka 

ratvísisviðtaka. Hvaðan angafrumurnar sem ræsa T- frumurnar koma og hvaða boðefnum þær seyta 

skiptir máli við ákvörðun á ratvísiseiginleikum T- fruma. Angafrumur í húð sem flytjast til nærliggjandi 

eitilvefja ræsa T- frumur sem hefja tjáningu ratvísisviðtaka sem eru sértækir fyrir húð. Sama á við um 

ratvísisviðtaka T- fruma sem eru sértækir fyrir meltingarveg, angafrumur sem flytjast frá meltingarvegi 

og í nærliggjandi eitilvefi ræsa T- frumur sem tjá ratvísisviðtaka sem eru sértækir fyrir meltingarveg 

(14). T- frumur sem búa yfir ratvísi til meltingarvegar tjá α4β7 integrinsameindina sem bindst 

MadCAM-1 viðloðunarsameindinni á æðaþeli í meltingarveg (10).  

T- frumur sem tjá sameindina CLA (cutaneous lymphocyte associated antigen) eru frumur sem 

hafa sértækni fyrir mótefnavökum úr húð og hafa þær ratvísiseiginleika til húðar. CLA sameindin er 

bindill fyrir viðloðunarsameindina E- selektín sem er tjáð á æðaþeli húðar. CLA+ T- frumur og  

E- selektínsameind æðaþels tengjast þegar T- frumur eru í blóðrás á leið til húðar eftir að hafa verið 

ræstar (15). Stór hluti CLA+ T- fruma tjá efnatogsviðtakann CCR4. Bindill CCR4 viðtakans er 

efnatoginn CCL17 sem er tjáður á æðaþeli. CCR10 efnatogsviðtakinn er tjáður á hluta CLA+ CCR4+ 

T- fruma í húð, efnatogi CCR10 er CCL27 og er tjáður í húðfrumum (16).  

Þegar T- frumur á leið til húðar hafa bundist E- selektín á æðaþeli í gegnum CLA sameindina þá 

leiðir það til lauslegrar tengingar milli T- frumu og æðaþelsins. Tenging efnatogans CCL17 á æðaþeli 

við CCR4 viðtakann á CLA+ T- frumum leiðir til virkjunar á integrinsameindum sem tengjast 

viðloðunarsameindum á æðaþelinu. Fruman getur þá skriðið milli æðaþelsfrumanna og í vefinn, (mynd 

3) (10). Samspil CLA og CCR4 er talið stýra skriði T- fruma í húðvef, en hlutverk CCR10 í þessu 

sambandi er ekki alveg ljóst. Óvirkjun á CCR10 eða CCR4 viðtakanum hindrar ekki skrið T- fruma í 

húð en þegar báðir viðtakarnir er óvirkjaðir samtímis hamlar það skriði T- fruma í húðvef. Viðtakarnir 

virðast því hafa samspilandi hlutverk í að stýra CLA+ T- frumum í húðvefinn (17), (18). Mjög fáar T- 

frumur í blóði tjá CCR10 viðtakann og eru einungis CLA+ T- frumur sem tjá viðtakann. Óljóst er hvort 

að tjáning viðtakans á T- frumum eykst við ræsingu í eitlvefjum af angafrumum eða þegar T- frumur 

hafa skriðið í húðvefinn (14). CCL27 er efnatoginn sem bindst CCR10 viðtakanum en hann dregur að 

til húðar CLA+ T- frumur sem tjá CCR10 viðtakann. Boðefnin TNF-α og IL-1β sem eru meðal annars 

seytt af húðfrumum við ræsingu ónæmissvars auka in vitro tjáningu á CCL27 efnatogunum (19). 

Umhverfisþættir, þar á meðal D- vítamín og boðefni sem eru til staðar við ræsingu T- fruma eru talin 

hafa áhrif á tjáningu vefjasértækra ratvísissameinda á T- frumum. 
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Mynd 3. Skrið T- fruma í húð. 

T- frumur sem skríða til húðar tjá CLA sameindina sem bindst E- selektín á æðaþeli húðar, 
efnatogsviðtakinn CCR4 á yfirborði CLA+ T- fruma bindst svo efnatoganum CCL17 á 
æðaþelinu. Hluti CLA+ CCR4+ T- fruma tjá einnig CCR10 viðtakann, efnatogi hans er CCL27 
sem húðfrumur tjá. Angafrumur tjá ensím sem geta hvarfað D- vítamín í líffræðilega virkt form, 
en ef D- vítamín er til staðar í angafrumuræsingu T- fruma eykst CCR10 tjáning þeirra, mynd frá 
(20).   

 

1.4 D- vítamín 

D- vítamín er fengið úr fæðunni eða myndað í húð með hjálp sólarljóss. Í efsta lagi húðarinnar hvarfar 

sólarljós 7- dehydrocholestrol í D3- vítamín, en 7- dehydrocholestrol er í miklu magni í húðinni. Því er 

mesta framleiðsla D3- vítamíns í húð, nánar tiltekið í yfirhúð þar sem er mesti styrkur 7- 

dehydrocholestrol.  D3- vítamín er svo ummyndað í 25-dihydroxyvitamin D3 (25(OH)D3) sem er 

flutningsform vítamínsins. Lifur getur myndað flutningsform D- vítamíns með ensíminu CY27A1. Í 

nýrum er 25-dihydroxyvitamin D3, flutningsformi D- vítamíns ummyndað af ensíminu CY27B1 í 

líffræðilega virka formið, 1,25(OH)2VD3 (framvegis nefnt D- vítamín).  Angafrumur tjá ensímin 

CY27A1 og CY27B1 og geta þar af leiðandi bæði myndað flutningsform og líffræðilega virka form D- 

vítamíns en einnig geta ræstar T- frumur og húðfrumur myndað líffræðilega virka form D- vítamíns 

(21). 

D- vítamínið verkar í gegnum D- vítamínviðtakann sem m.a. angafrumur, átfrumur og ræstar T- 

frumur tjá. Þegar D- vítamínið bindst D- vítamínviðtakanum breytist lögun viðtakans og hann bindst 

retinoid X viðtakanum, viðtakasambandið bindst D- vitamin umritunarstilli innan stýrisvæðis á D- 

vítamín responsive geninu. Þetta kemur af stað ferli sem leiðir til breytinga á hraða RNA- polymerasa 

II og þar með umritun gena (22). 

D- vítamín hefur hamlandi áhrif á sérhæfðari frumur ónæmiskerfisins, þar á meðal T- og B- frumur 

og angafrumur. D- vítamín hamlar umritun gena fyrir boðefninu IL-2. T- frumur hefja framleiðslu á IL-2 

þegar þær eru ræstar en boðefnið er nauðsynlegt fyrir T- frumufjölgun við ræsingu. D- vítamínið 

minnkar IL-12 og IFN-γ boðefnaframleiðslu í angafrumum en boðefnin sérhæfa TH1 frumursvar. D- 

vítamín hefur einnig hamlandi áhrif á frumuvirkni CD8+ T- fruma (21).  

Angafrumur geta hvarfað D- vítamín í líffræðilega virka formið þar sem þær tjá ensímin CY27A1 og 

CY27B1, (mynd 3). Þegar D- vítamín er til staðar við angafrumuræsingu T- fruma in vitro eykst tjáning 
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CCR10 viðtakans (23) en D- vítamínið hamlar aftur á móti tjáningu CLA sameindarinnar (24). 

Talið er að þegar T- frumur ræsast og fara frá eitilvef og til húðar þar sem D- vítamín er í miklum 

styrk, að þá aukist CCR10 tjáning T- frumanna og frumurnar skríði frá leðurhúð til efnatogans CCL27 

sem er tjáður í húðfrumum í yfirhúð (14). Í blóði er CCR10 tjáning lág á T- frumum en styrkur D- 

vítamíns í blóðinu er ekki nægilegur til að hafa áhrif á tjáningu viðtakans, því er talið að CCR10 

tjáningin aukist þegar T- frumurnar komi til húðar þar sem D- vítamín er í miklum styrk. D- vítamín 

hefur áhrif á fleiri ratvísissameindir en það hamlar tjáningu sameindarinnar α4β7  sem gegnir hlutverki 

í ratvísi og skriði T- fruma í meltingarveg (20). 

 

1.5 Psoriasis 

Psoriasis er bólgusjúkdómur í húð sem einkennist af ójafnvægi á ónæmissvari í húðvefnum. Húð 

psoriasissjúklinga er með rauðum og hvítleitum, upphleyptum skellum í húð. Skellurnar koma til vegna 

of hraðrar frumufjölgunar húðfruma í yfirhúðinni. Hraði mítósuskiptingar í kjarna húðfruma 

psoriasissjúklinga er mun meiri en í eðlilegri húð sem leiðir til þykknunar á yfirhúð. Offjölgun frumanna 

leiðir til þess að húðfrumurnar eru vanþroskaðar og hornlagsmyndun er ófullkomin í stratum corneum, 

efsta lagi yfirhúðarinnar. Aukin íferð ónæmisfruma er í húð psoriasissjúklinga, þá sérstaklega T- fruma, 

angafruma og átfruma í leðurhúð og kleifkyrninga og T- fruma í yfirhúð. Samfara aukinni íferð 

ónæmisfruma fylgir aukin boðefnaseyting í húð, þar á meðal TNF-α og IL-1β. Ójafnvægi á starfsemi 

húðfruma og fruma ónæmiskerfsins, þá aðallega T- fruma og angafruma eru talin eiga samspilandi 

hlutverk í sjúkdómnum (25). 

T- frumur í yfirhúð psoriasissjúklinga eru mest TH1- og TH17- frumur sem hafa skriðið frá leðurhúð 

og seyta TH17- frumur boðefnunum IL-22 og IL-17. IL-22 boðefnaseytingin er talin auka 

húðfrumufjölgun í yfirhúð (26) og aukin boðefnaseyting IL-17 fylgist svo að með auknum framgangi 

sjúkdómsins (27).  

Hindrun á efnatogum og efnatogsviðtökum sem stýra T- frumum til húðar gæti verið möguleiki sem 

meðferð til að hindra íferð T- fruma í húð psoriasissjúklinga þar á meðal efnatoganum CCL27 og 

viðtakanum CCR10 sem eru taldir gegna hlutverki við skrið T- fruma innan húðar (14). Boðefnin TNF-α 

og IL-1β sem offramleiðsla er af í psoriasishúð  auka in vitro tjáningu CCL27 efnatogans (19). Tjáning 

CCL17 efnatogans er aukin í psoriasishúð miðað við eðlilega húð (28). Inngjöf mótefna gegn CCL17 

og CCL22 efnatogunum minnkuðu bólgu í eyra músa, þetta gæti því verið einn af möguleikunum til að 

hindra ferð T- fruma til húðar. CCL17 bindst CCR4 viðtaknum og CCL22 efnatoginn er tjáður af 

angafrumum og átfrumum (29). 

 

1.6 Frumuræktunarmódelið 

Uppsetning þrívíðs frumuræktunarmódels sem líkir eftir skriði T- fruma úr blóðrás, yfir æðaþelið og í 

húð var eitt af markmiðum þessa rannsóknarverkefnis. Í öllum tilraunaþáttum verkefnisins voru notaðar 

einkjarna blóðfrumur sem voru einangraðar frá blóði og ræktaðar þangað til ræsing ónæmissvars var 

hafin. Einkjarna blóðfrumur eru hvít blóðkorn sem hafa hringlaga kjarna, T- frumur eru hluti af þeim 

frumuhóp. Mótefnaræsing var notuð til að ræsa ónæmissvar í T- frumum, þessi aðferð líkir eftir 
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ræsingu í gegnum T- frumuviðtakann. Mótefni gegn CD3 sameindinni sem er hluti af T- 

frumuviðtakanum og CD28 sameindinni á T- frumum voru notuð. Þessi aðferð ræsir allar T- frumur 

ólíkt því sem gerist við angafrumuræsingu en þá ræsast einungis T- frumur sem eru sértækar fyrir 

mótefnavakanum (30). 

Fyrsti hluti verkefnisins var að skoða skrið fruma í kollagengel, en hugmyndin var að gelið myndi 

koma inn í frumuræktunarmódelið sem líking við leðurhúðina sem er kollagenrík. Fyrri rannsóknir hafa 

sýnt að blóðfrumur skríða illa í kollagengel en sýna þó aukið skrið ef gelið inniheldur efnatoga (31).  

CCL17 efnatoginn var steyptur í gelið en hann bindst CCR4 viðtakanum sem er tjáður á húðsértækum 

T- frumum. TGF-β var bætt í rækt einkjarna blóðfrumanna en samkvæmt Sallusto og félögum eykur 

boðefnið mRNA tjáningu CCR4 viðtakans (32), tilraun var því gerð til að auka tjáningu CCR4 

viðtakans og þannig auka skrið fruma þar sem CCL17 var steypt í kollagengelið.  

Í framhaldi af rannsóknum á skriði fruma í kollagengeli var sett upp frumuræktunarmódel í 

Transwell frumuræktunarbakka. Í botni frumuræktar voru húðfrumur en æðaþelsfrumur voru ræktaðar í 

færanlegum efri brunni Transwell ræktunarbakkans. Botn efri brunnarins er úr polycarbonatehimnu 

sem er samansett af 5,0 µm göngum sem frumur geta skriðið í gegnum. Einkjarna blóðfrumur voru 

notaðar í skriðtilraununum, þær voru settar ofan á æðaþelslagið og skrið þeirra yfir æðaþelið, í 

gegnum himnugöngin og í botn til húðfruma var skoðað. 

Til að líkja eftir ræsingu ónæmissvars voru húð- og æðaþelsfrumurnar meðhöndlaðar með TNF-α 

og IL-1β en boðefnunum er meðal annars seytt í upphafi ónæmissvars af frumum náttúrulega 

ónæmiskerfisins, æðaþelsfrumum og húðfrumum. Tjáning boðefnanna eykur meðal annars tjáningu 

CCL27 í húðfrumum (19) og E- selektín tjáningu á æðaþelsfrumum (10). 
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2 Markmið 

Markmið verkefnisins er að rannsaka samspil æðaþels, húðfruma og D- vítamíns í tengslum við 

tjáningu ratvísissameinda á húðsæknum T- frumum. Sértæk markmið verkefnisins eru: 

 

1. Hanna þrívítt frumuræktunarmódel sem líkir eftir in vivo aðstæðum í skriði T- fruma úr blóðrás, 

yfir æðaþel og í húðvef.  

 

2. Rannsaka samband T- fruma við húðfrumur í návist D- vítamíns en vitað er að það getur haft 

áhrif á húðfrumur sem og T- frumur.  

 

3. Skoða áhrif samræktar húðfruma og T- fruma á tjáningu húðsækinna ratvísissameinda á 

yfirborði T- frumanna. 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Frumueinangrun 

Einkjarna blóðfrumur voru einangraðar úr hvítkornaþykkni (e. buffy coat) heilbrigðs blóðgjafa frá 

Blóðbankanum eða heilblóði í EDTA sýnaglasi frá sjálfboðaliða. 

Einkjarna frumur voru einangraðar úr blóði með þéttniskiljunaraðferð, notað var Ficoll (Sigma- 

Aldrich) sem er lausn af polysucrose og sodium diatrizoate, til að skilja einkjarna frumur frá öðrum 

blóðfrumum. Blóðið var þynnt 1:4 með DPBS (Dulbecco´s phosphate buffered saline) án MgCl2 og 

CaCl2 (Gibco) og sett mjög varlega ofan á 13 ml af Ficolllausn í glasi. Eðlismassi Ficoll er hærri en í 

blóði og því flýtur blóð ofan á Ficolllausninni fyrir einangrun. Glösin voru sett varlega í skilvindu sem 

var stillt á 1100 rpm í 30 mínútur. Eftir skilvinduskref höfðu einkjarna frumur skilist frá öðrum 

blóðfrumum og einkjarna frumulagið flaut ofan á Ficolllausninni, (mynd 4).  

 

 

Mynd 4. Einangrun einkjarna blóðfruma með þéttniskiljunaraðferð.  

   Blóð ofan á Ficolllausn í glasi á mynd til vinstri. Eftir aðskilnað eru rauðblóðkornafrumur á 
botninum en einkjarna frumulag liggur ofan á Ficolllausn, sjá mynd til hægri, mynd frá (33). 

 

Frumulagið var sogað með pípettu ofan af Ficolllausninni og einkjarna blóðfrumurnar þvegnar. 

Frumuþvottur með DPBS (Gibco) + 0,2% hitaóvirkjuðu FBS (fetal bovine serum) (Gibco) (framvegis 

nefnt FBS) var endurtekinn tvisvar í skilvindu á 1100 rpm í 10 mínútur.  

 

3.2 Frumurækt einkjarna blóðfruma 

Uppsetning frumuræktar hófst á talningu einkjarna blóðfruma. Frumubotnfallið var leyst upp í DPBS 

með 0,2% FBS. Litnum 0,4% Trypan Blue (Sigma- Aldrich) var blandað til helminga við 50 μl af 

frumulausninni. Hvítu blóðkornin voru talin á blóðfrumutalningargleri í 40x stækkun í smásjá,  fjöldi 

fruma var reiknaður samkvæmt formúlu 1. 

Formúla 1. Talning x þynning x rúmmál vökva x 10
4
. 
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Að loknum útreikningi á fjölda fruma var frumuþéttni stillt á 1x10
6
 frumur/ml með því að leysa 

frumurnar upp í ætinu RPMI 1640 (Gibco) með 10% FBS. Ætið innihélt einnig sýklalyfjalausn með 10 

mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich) (framvegis er æti nefnt RPMI). 

Frumuþéttnin var stillt á 5x10
6
 frumur/ml ef frumurnar voru litaðar með CFSE eftir einangrun. 

Frumur voru færðar í ræktunarbakka með 24 brunnum (Nunc), í hvern brunn var sett 1 ml af 

frumulausn og í hverjum brunni var því ein milljón fruma. Brunnarnir voru sólarhring áður húðaðir með 

einstofna mótefnum. Frumurnar voru ræktaðar í 37°C frumuræktunarskáp með 5% koldíoxíð. Annan 

hvern dag var frumunum skipt upp til helminga og í nýja brunna, ásamt því að fá ferskt æti, RPMI + 

10% FBS og 10 ng/ml af IL-2 (Biolegend). T- frumur hefja IL-2 boðefnaframleiðslu við ræsingu og er 

það nauðsynlegt fyrir T- frumufjölgun. 

Einkjarna blóðfrumur sem voru ræktaðar fyrir tilraunir á skriði einkjarna blóðfruma í kollagengeli 

voru meðhöndlaðar í upphafi frumuræktar með eða án 2 µg/ml af boðefninu TGF-β1 (R&D systems).  

3.2.1 Ræsing ónæmissvars í T- frumum  

Einstofna mótefni gegn sameindunum CD3 og CD28 (Ebioscience) voru notuð til að ræsa ónæmissvar 

í  T- frumum í gegnum T- frumuviðtakann. Einnig var prófað að nota 1 mg/ml af mítógeninu PHA 

(Sigma- Aldrich) í nokkrar tilraunir.  

1 µl af einstofna anti CD3 og anti CD28  voru leyst upp í 1 ml DPBS. Frumuræktunarbakki með 24 

brunnum var húðaður með 300 µl af mótefnalausninni í hverri holu og bakkinn var yfir nótt við 4°C.  

3.2.2 Litun einkjarna blóðfruma með CFSE 

Einkjarna blóðfrumur voru litaðar með CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) 

(Molecular Probes- Invitrogen) til að skoða ræsingu ónæmissvars í frumum og einnig voru 

flúorljómandi eiginleikar CFSE nýttir til að skoða skrið fruma í kollagengeli. Við litun flæðir CFSE inn í 

frumurnar og þar kljúfa esterasar acetathóp af efninu, við hvarfið verður CFSE flúorljómandi og getur 

auk þess ekki flætt út úr frumunni. Þegar CFSE lituð fruma fjölgar sér skiptist liturinn í dótturfrumurnar 

og því er hægt að nota aðferðina til að skoða frumufjölgun í frumuflæðisjá. 

Einkjarna blóðfrumur voru CFSE litaðar strax eftir frumueinangrun, frumurnar voru þvegnar einu 

sinni fyrir litun með DPBS. Frumurnar voru taldar í smásjá með sömu aðferð og lýst hefur verið og 

reiknað samkvæmt formúlu 1. Frumuþéttni var stillt á 5x10
6 
frumur/ml af DPBS   

5 mM CFSE stokklausn var útbúin með því að leysa CFSE upp í DMSO (dimethylsulfoxide). CFSE 

stokklausnin var svo þynnt með DPBS fyrir litun og voru einkjarna blóðfrumurnar litaðar með 0,5 µM 

CFSE í 37°C vatnsbaði í 7 mínútur. Hvarfið var stöðvað með FBS og frumurnar spunnar tvisvar niður 

á 1100 rpm í 10 mínútur uppleystar í RPMI + 10% FBS. Frumurnar voru taldar og frumuþéttni stillt á 

1x10
6
 frumur/ml af RPMI + 10% FBS fyrir frumurækt. 

 

3.3 Kollagengel steypt í frumuræktunarbrunna 

Kollagenlausn með efnatogunum CCL17 og CCL19 (R&D systems) var steypt í 96 holu 

frumuræktunarbrunna (Nunc) til að skoða skrið einkjarna blóðfruma í kollagengeli. 8 ml af PureCol, 
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Type I bovine collagen 3 mg/ml að styrk (Advanced Biomatrix) var notað í kollagenlausnina. Því var 

blandað við 1 ml af 10xRPMI 1640 (Sigma- Aldrich) +10% FBS, ætið innihélt einnig sýklalyfjalausn 

með 10 mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich). Þegar kollagengel er steypt er 

jafnan notað 10xPBS, frumurnar skriðu hins vegar ekki í gelið þegar það var notað og því var brugðið 

á það ráð að nota æti sem hentar fyrir T- frumur. Sýrustigið í kollagenlausninni var stillt á pH 7,25- 7,5 

með 100 mM NaOH.  

Kollagenlausninni var skipt upp í fjögur glös og efnatogunum CCL17 og CCL19 blandað við. 

CCL19 styrkurinn var 3,5 µl/ml (10 nM), CCL17 var blandað við lausnina í tveimur styrkjum, 32 µl/ml 

(100nM) og 3,2 µl/ml (10nM).  

150 µl af kollagenlausn var sett í brunna frumuræktunarbakkans með fjórum aðstæðum. 

Kollagenlausn án efnatoga, kollagenlausn með CCL19- 10nM, CCL17- 10nM og CCL17- 100nM.  

Kollagenlausnin gelaðist svo við 37°C í 50 mínútur.  

3.3.1 Skrið einkjarna blóðfruma í kollagengel 

Þegar lausnin var orðin að kollagengeli var skrið einkjarna blóðfruma í gelið skoðað, frumurnar voru 

settar í mismunandi styrkjum ofan á gelið og skrið kannað með Zeiss LSM 5 Pascal confocal smásjá á 

mismunandi tímapunktum. Mismunandi útfærslur voru á tímapunktum og styrk fruma milli tilrauna til 

þess að sjá hvaða uppsetning á kollagengeli hentaði best til að skoða skrið fruma í gelið. Frumurnar 

voru CFSE litaðar og voru flúorljómandi eiginleikar þess notaðir til að skoða frumurnar í confocal 

smásjánni.  

 

3.4 Húðfrumuræktun  

NHEK (normal human epidermal keratinocyte) húðfrumur (Lonza) voru ræktaðar í T 25 flöskur (BD). 

Frumurnar voru ræktaðar í KGM Gold (Lonza) + 10% FBS, ætið innihélt einnig sýklalyfjalausn með 10 

mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich). Eftirfarandi vaxtarþáttum var bætt í 

ætið fyrir húðfrumuræktunina samkvæmt leiðbeiningum frá Lonza: 0,5 ml hydrocortisone, 0,5 ml 

transferrin, 0,25 ml epinephrine, 0,5 ml gentamycin sulfate amphotericin, 2,0 ml bovine pituitary 

extract, 0,5 ml epidermal growth factor og 0,5 ml insulin. 

Húðfrumurnar voru ræktaðar í T 25 flöskunum og fengu nýtt æti, KGM Gold + 10% FBS annan 

hvern dag. Þegar frumurnar höfðu þakið 70-80% af botni frumuræktunarflöskunnar var 2 ml 

trypsin/EDTA notað til að losa frumurnar frá botni. Flaskan var sett í hitaskáp í 5 mínútur og einnig 

fylgst með losun frumanna í smásjá, hvarfið var stöðvað með 4 ml af FBS. Frumurnar voru botnfelldar 

við 2000 rpm í 3 mínútur og þær leystar upp í KGM Gold + 10% FBS. Frumunum var skipt upp og sáð 

í frumuræktunarbakka fyrir samræktir með einkjarna blóðfrumum og einnig fyrir uppsetningu á 

frumuræktunarmódeli. 
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3.5 Samrækt húðfruma og einkjarna blóðfruma 

Húðfrumur voru ræktaðar fyrir samrækt með ræstum einkjarna blóðfrumum í 24 holu 

frumuræktunarbakka (Nunc). Húðfrumurnar fengu nýtt æti, KGM Gold + 10% FBS annan hvern dag. 

Þegar húðfrumur í frumuræktunarbakka höfðu þakið um 70-80% af botni brunnarins voru frumurnar 

tilbúnar í samrækt.  

Einkjarna blóðfrumurnar höfðu verið í frumurækt í 5, 8, og 12 daga og ræsing þar með hafin þegar 

þær voru færðar í samrækt með húðfrumum. Dagamunurinn skýrist af mishröðum vexti húðfruma í 

brunnum frumuræktunarbakkans. Einkjarna blóðfrumurnar voru taldar fyrir samræktina, notuð var 

sama talningaraðferð og þegar frumurnar voru einangraðar. Frumuþéttnin var stillt á 5x10
5
 frumur/ml 

af RPMI + 10% FBS. Mæling á tjáningu húðsértæku ratvísissameindanna á T- frumum var gerð í 

frumuflæðisjá áður en einkjarna blóðfrumurnar hófu samrækt með húðfrumunum. 

Ætið var sogað úr brunni húðfrumanna og 500 þúsund ræstar einkjarna blóðfrumur  í 1 ml af RPMI 

+ 10% FBS voru settar ofan á húðfrumulagið í botni frumuræktunarbrunna. Frumuræktin var 

meðhöndluð með eða án 10 nM/ml af D- vítamíni. Samræktin fékk ferskt æti, RPMI + 10% FBS annan 

hvern dag.  

Tjáning húðsértæku ratvísissameindanna á yfirborði T- fruma var mæld á degi 1, 3, og 5-7 í 

samrækt. Samræktin endaði af óviðráðanlegum orsökum á þremur mismunandi dögum, á dögum 5, 6 

og 7. Frumurnar voru teknar úr samrækt með tvenns konar hætti, fyrst var frumulagið sogað upp með 

pípettu. Frumur sem voru ef til vill of fast bundnar við húðfrumulagið til að losna með pípettuaðferð 

voru losaðar úr brunnunum með 300 µl af trypsin/EDTA. Frumuræktunarbakkinn var í hitaskáp í 1 

mínútu og smásjá notuð til að fylgjast með losun frumanna. Hvarfið var stöðvað með 300 µl FBS + 700 

µl RPMI + 10% FBS. Frumunum var skilið niður við 1100 rpm í 10 mínútur áður en mótefnalitun hófst. 

 

3.6 Frumuræktunarmódel 

Húðfrumur sem voru notaðar í uppsetningu á frumuræktunarmódeli, voru leystar upp í KGM Gold + 

10% FBS  og sáð í neðri botn í 24 holu Transwell frumuræktunarbakka (Corning). Ofan í hverjum 

brunni er færanlegur brunnur úr  polycarbonatehimnu sem er samansett af 5,0 µm göngum sem 

frumur geta skriðið í gegnum. HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) æðaþelsfrumum var 

sáð í himnubotn samkvæmt aðferð Jaffe og félaga (34). Bláæðar í naflastreng voru meltar með 

collagenasa (0,1%) til að losa æðaþelsfrumurnar. Frumunum var  sáð í himnubotn Transwell bakkans í 

ætinu M199 (Gibco) + 20% FBS (Gibco).  

Húðfrumurnar og æðaþelsfrumurnar voru ræktaðar í sitt hvorum Transwell 

frumuræktunarbakkanum í 37°C frumuræktunarskáp með 5% koldíoxíð. Þegar húðfrumurnar þöktu um 

70-80% af botni brunnarins voru færanlegu efri brunnar færðir yfir í frumuræktunarbakka húðfruma. 

Húðfrumur og æðaþelsfrumurnar voru meðhöndlaðar með og án 5 ng/ml af boðefnunum IL-1β og 

TNF-α (R&D Systems). 

Sólarhring seinna voru ræstar einkjarna blóðfrumur settar ofan á æðaþelsfrumulagið. Einkjarna 

blóðfrumurnar voru þá á degi 5 til 6 í frumurækt. Tjáning húðsértæku ratvísissameindanna á yfirborði 



  

24 

T- fruma var mæld áður en uppsetningartilraun á frumuræktunarmódelinu var framkvæmd. Einkjarna 

blóðfrumurnar voru taldar fyrir tilraun og var notast við sömu aðferð og við einangrun frumanna.  

Æti var sogað varlega af bæði húðfrumum og æðaþelsfrumunum, í neðri brunn voru settir 0,6 ml af 

RPMI + 10% FBS en í efri brunn voru 100 þúsund ræstar einkjarna blóðfrumur leystar upp í 100 µl af 

RPMI + 10% FBS. Einkjarna blóðfrumurnar voru settar varlega ofan á æðaþelslagið. Transwell 

frumuræktunarbakkinn var svo færður inn í frumuræktunarskáp. Tjáning húðsértæku 

ratvísissameindanna á yfirborði T- fruma var mæld hjá tveimur frumuhópum í frumuræktunarmódelinu. 

Annars vegar hjá frumum sem höfðu skriðið yfir æðaþelið og voru á botni við húðfrumulagið og svo 

hins vegar hjá frumum sem höfðu ekki náð að skríða yfir æðaþelið. 

Trypsin/EDTA var notað til að losa frumur af himnubotni og einnig frumulagið í neðri botni 

brunnarins. Hvarfið var svo stöðvað með FBS og frumurnar spunnar niður fyrir mælingu á tjáningu 

húðsértæku ratvísissameindanna á T- frumum.  

 

3.7 Mótefnalitun fyrir yfirborðssameindum á T- frumum 

Tjáning yfirborðssameinda hjá T- frumum var mæld með því að lita frumurnar með flúrmerktum 

mótefnum sem eru sértæk fyrir sameindirnar sem voru til skoðunar. Tjáning sameindanna á T- 

frumunum var skoðuð í MACSQuant Analyzer (Milteny Biotec). Einstofna mótefni sem voru notuð við 

að lita T- frumurnar má sjá í töflu 1.  

 

Tafla 1. Flúrmerkt einstofna mótefni gegn yfirborðssameindum á T- frumum. 

 

 

Frumurnar voru losaðar úr rækt og skilið niður á 1100 rpm í 10 mínútur fyrir mótefnalitun. 

Frumubotnfall var leyst upp í DPBS og 1 μl af mótefnum var blandað í 100 μl af frumum. Eftir 

mótefnablöndun þurfa frumurnar 30 mínútur við 4°C og myrkur meðan mótefnin bindast sameindunum 

sem þau eru sértæk fyrir, að lokum var frumuþvottur framkvæmdur með DPBS í skilvindu á 1100 rpm í 

10 mínútur. 

Mótefni Litur Ísótýpa Klón Framleiðandi 

CCR4 PE mIgG2b 205410 R&D systems 

CCR10 APC rIgG2a 314305 R&D systems 

CD4 PacificBlue mIgG1 RPA-T4 Biolegend 

CD4 PerCP mIgG1 RPA-T4 Biolegend 

CD8 APC- Cy7 mIgG1 SK1 BD 

CLA FITC rIgM HECA452 Biolegend 

CLA PacificBlue rIgM HECA452 Biolegend 

rIgM FITC rIgM G53-238 BD 

rIgG2a PE rIgG2a R35-95 BD 

mIgG2b PE mIgG2b 133303 R&D 
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3.8 Frumuflæðisjá 

Tjáning yfirborðssameinda á T- frumum var mæld í frumuflæðisjá, frumurnar voru leystar upp í DPBS 

fyrir mælingu. Sýnin voru mæld í MACSQuant Analyzer (Milteny Biotec) sem staðsett er á 

blóðmeinafræðideild LSH.  

Í MACSQuant Analyzer eru frumurnar fljótandi í einfrumulausn í tækinu þegar ljósgeisli örvar 

flúrljómun mótefnanna sem eru bundin yfirborðssameindum T- frumanna. Ljósnemi nemur 

flúrljómunina og mælir kyrningu og stærð frumanna; styrkur flúrljómunnar er í réttu hlutfalli við bindingu 

mótefna við sameindir á yfirborði T- fruma. Í tækinu er hægt að skoðað fjölda og tíðni T- fruma sem 

tjáir sameindirnar sem merktar hafa verið með flúrljómandi sameindum. 

 

3.9 Úrvinnsla gagna  

Myndræn gögn um tjáningu yfirborðssameinda á T- frumum eftir mælingu í MACSQuant Analyzer voru 

unnin með forritinu FlowJo (TreeStar). Við tölfræðilega úrvinnslu niðurstaðna var notað parað T- próf 

og P- gildi >0,05 voru talin marktæk. Niðurstöðumyndir sýna meðaltal og staðalskekkju meðaltals (e. 

standard error of mean). 
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4 Niðurstöður 

4.1 Einkjarna blóðfrumur sýna aukna skriðeiginleika í kollagengel með 
ísteyptum efnatogum 

Einkjarna blóðfrumur voru einangraðar úr blóði og við ræktun frumanna var ónæmissvar þeirra ræst 

með mótefnaræsingu. Skrið frumanna var síðan mælt á degi fjögur til fimm í frumuræktun eða þegar 

ræsing ónæmissvars í frumunum var hafin. Hluti frumnanna voru meðhöndlaðar með TGF-β1 í upphafi 

ræktar til þess að auka tjáningu CCR4 viðtakans. Niðurstöðurnar byggja á skriði fruma í kollagengeli 

með ísteyptum efnatogunum CCL17 sem bindst CCR4 viðtakanum og CCL19 sem bindst CCR7 

viðtakanum. Niðurstöður á mynd 5A og B sýna eina tilraun. 

 

 

 

 

 

 

 

Niðurstöður á mynd 5A og B sýna að lítill munur er á skriði frumanna milli aðstæðna fram að 6 klst. 

Það gildir hvort sem frumurnar fengu TGF-β1 í upphafi frumuræktar eða ekki. Eftir 24 klst sést hins 

vegar munur milli aðstæðna. Niðurstöðurnar benda til þess að einkjarna blóðfrumur sem fengu TGF-

β1 í upphafi ræktar hafi meiri skriðeiginleika í kollagengeli en frumur sem voru ekki meðhöndlaðar með 

TGF-β1, sé miðað við fjölda fruma sem skriðu í gelið. Ekki var munur á frumuskriði í kollagengel með 

CCL19 efnatoganum eftir því hvort frumurnar voru meðhöndlaðar með eða án TGF-β1. Hins vegar 

skriðu frumur sem voru ekki meðhöndlaðar með TGF-β1 frekar í kollagengel með CCL19 

efnatoganum heldur en í kollagengel með CCL17, sjá mynd 5A. Þar sem CCL17 efnatoginn var 

steyptur í kollagengelið skriðu frumurnar frekar ef þær fengu TGF-β1 í upphafi ræktar og skriðið jókst 

með auknum styrk efnatogans, sjá mynd 5B. 
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Mynd 5. Skrið einkjarna blóðfruma í kollagengeli með ísteyptum efnatogum, frumur 
meðhöndlaðar í upphafi frumuræktar með eða án TGF- β1.  

Niðurstöðurnar byggja á fjórum tímapunktum 2, 4, 6 og 24 klst. A. Frumuskrið hjá frumum 
sem fengu ekki TGF-β1. Ekki sést munur milli aðstæðna fram að 24 klst en þá er 
frumuskriðið mest þar sem CCL19 efnatoginn er ísteyptur í gelið. B. Frumuskrið hjá 
frumum sem fengu TGF-β1. Þar sést ekki munur á frumuskriði fyrr en um 24 klst og þá er 
frumuskriðið mest hjá CCL17 efnatoganum í styrknum 100 nM.  
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4.2 TGF-β1 eykur ekki tjáningu á CCR4 viðtakanum hjá CD4+ T- frumum 

Í tilraunum á skriði einkjarna fruma var hluti frumanna meðhöndlaður með TGF-β1 til þess að auka 

tjáningu CCR4 viðtakans. Í niðurstöðum á mynd 6 má sjá CD4+ og CD8+ T- frumur sem tjá CCR4 

viðtakann fyrir ræsingu s.s. í upphafi frumuræktar á degi 0 og á degi 4 og 5 í frumurækt. Tilraunir á 

skriði einkjarna blóðfruma voru framkvæmdar á degi 4 eða 5 þegar ræsing ónæmissvars í frumunum 

var hafin. Niðurstöðurnar skiptast eftir því hvort frumurnar höfðu fengið TGF-β1 í upphafi frumuræktar.  

 

Mynd 6. Tjáning CCR4 viðtakans hjá CD4+ og CD8+ T- frumum.  

CCR4 tjáningin hjá einkjarna blóðfrumum sem voru meðhöndlaðar með eða án TGF-β1 var 
skoðuð á degi 0, 4 og 5 í frumurækt. Frumurnar voru ræktaðar til að skoða skrið þeirra í 
kollagengel. Niðurstöðurnar eru þríendurteknar og sýna meðaltal og staðalskekkju meðaltals. 
A. TGF-β1 hafði ekki áhrif á CCR4 tjáningu hjá CD4+ T- frumum. B. Áhrif boðefnisins TGF-β1 
á tjáningu CCR4 viðtakans hjá CD8+ T- frumum á degi 5 eru ekki marktæk.  

 

Eins og sjá má á mynd 6 þá jókst tjáning CCR4 viðtakans hjá CD4+ og CD8+ T- frumum frá því 

fyrir ræsingu og fram á dag 4 og 5 í frumurækt, en þá daga var ræsing T- fruma hafin og frumurnar 

voru notaðar í skriðtilraunir í kollagengeli. Tjáning CCR4 viðtakans var mest eftir fimm daga í 

frumurækt, 95% af CD4+ T- frumum sem fengu mótefnaræsingu tjáðu CCR4 viðtakann en tjáningin 

var 98% hjá CD4+ T- frumum fengu mótefnaræsingu og voru auk þess meðhöndlaðar með TGF-β1. Í 

tilfelli ræstra CD8+ T- fruma voru 92% frumanna sem tjáðu CCR4 viðtakann eftir að hafa fengið TGF-

β1 í upphafi ræktar, en einungis 56% ræstra CD8+ T- fruma sem fengu ekki TGF-β1 tjá CCR4 

viðtakann, áhrifin eru þó ekki tölfræðilega marktæk.    

 

4.3 CLA tjáning T- fruma lækkaði í samrækt með húðfrumum 

Húðfrumur og ræstar einkjarna blóðfrumur voru ræktaðar saman og var ræsing ónæmissvars í 

einkjarna blóðfrumum framkölluð með mótefnaræsingu. Samræktir voru meðhöndlaðar með og án D- 

vítamíns og áhrif á tjáningu yfirborðssameinda T- fruma mæld á degi 0, 1, 3, og 5-7. Frumur voru 

losaðar úr ræktinni með tvenns konar hætti, annars vegar með pípettu og hins vegar með trypsini. 

Niðurstöðunum er skipt upp eftir því hvernig frumurnar voru losaðar úr samræktinni.  
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Niðurstöður á mynd 7A-D sýna CD4+ og CD8+ T- frumur sem tjáðu CLA sameindina eftir samrækt 

með húðfrumum, með eða án D- vítamíns. Tjáning CLA á CD4+ T- frumum minnkaði í samrækt með 

húðfrumum og á það við hvort sem frumurnar voru meðhöndlaðar með eða án D- vítamíns. Fyrir 

samrækt með húðfrumum tjáðu um 28% CD4+ T- frumanna CLA sameindina. Í samræktinni sem var 

losuð með pípettu, var tjáning CLA komin niður í tæp 13% hjá CD4+ T- frumum strax á degi 1 í 

samrækt með húðfrumum án D- vítamíns og 9% hjá frumum sem fengu D- vítamín. Á lokadögum 

samræktarinnar var CLA tjáningin hjá CD4+ T- frumum komin niður í 6% eftir samrækt með 

húðfrumum, hvort sem frumurnar fengu D- vítamín eða ekki, sjá mynd 3A. CD8+ T- frumur sýndu 

sömu hegðun og CD4+ T- frumur, CLA tjáningin minnkaði eftir samrækt með húðfrumunum. Fyrir 

samrækt með húðfrumum tjáðu tæplega 41% af CD8+ T- frumunum CLA en á degi 1 í samrækt var 

tjáningin komin undir 20% í öllum aðstæðum. CLA tjáningin hjá CD8+ T- frumum hélt svo áfram að 

minnka og á síðustu dögum samræktarinnar var tjáningin komin undir 10% í öllum aðstæðum 

frumuræktarinnar. 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

dagur 0 dagur 1 dagur 3 dagur 5-7

C
LA

 t
já

n
in

g 
(%

)

B. Tjáning CLA hjá CD4+ T- frumum í 
samrækt með húðfrumum, losun 

með trypsinaðferð.

m. D- vítamíni

án D- vítamíns

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

dagur 0 dagur 1 dagur 3 dagur 5-7

C
LA

 t
já

n
in

g 
(%

)
A. Tjáning CLA hjá CD4+ T- frumum í 

samrækt með húðfrumum.

m. D- vítamíni

án D- vítamíns

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65

dagur 0 dagur 1 dagur 3 dagur 5-7

C
LA

 t
já

n
in

g 
(%

)

C. Tjáning CLA hjá CD8+ T- frumum í 
samrækt með húðfrumum.

m. D- vítamíni

án D- vítamíns

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65

dagur 0 dagur 1 dagur 3 dagur 5-7

C
LA

 t
já

n
in

g 
(%

)

D. Tjáning CLA hjá CD8+ T- frumum í 
samrækt með húðfrumum, losun 

með trypsinaðferð.

m. D- vítamíni

án D- vítamíns

Mynd 7. Tjáning CLA sameindarinnar minnkaði í samrækt með húðfrumum hjá CD4+ og 
CD8+ T- frumum með eða án D- vítamíns.  

Tjáning CLA sameindarinnar hjá CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samrækt með húðfrumum 
sem voru meðhöndlaðar með eða án D- vítamíns. Niðurstöðurnar skiptast eftir því hvernig 
frumurnar voru losaðar frá húðfrumum í samræktinnni. Tjáning CLA var mæld á degi 0, 1, 
3, og degi 5-7. Niðurstöðurnar eru þríendurteknar og sýna meðaltal og staðalskekkju 
meðaltals 
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Niðurstöður á mynd 8A-D sýna tíðni CD4+ og CD8+ T- fruma sem tjáðu CCR4 viðtakann eftir 

samrækt með húðfrumum, með eða án D- vítamíns. Tjáning CCR4 viðtakans hjá CD4+ og CD8+ T- 

frumum var há, um 80% CD4+ T- frumanna tjáðu viðtakann fyrir samrækt. Tíðni CD4+ T- fruma sem 

tjáðu CCR4 viðtakann breytist lítið í samrækt með húðfrumum. Meðhöndlun frumanna með D- vítamíni 

virðist samkvæmt niðurstöðum á mynd 8A og B ekki hafa áhrif á tjáningu CCR4 viðtakans hjá CD4+ T- 

frumum, svipuð hegðun var hjá CD8+ T- frumum. Niðurstöðurnar voru sambærilegar hvort sem 

frumurnar voru losaðar frá húðfrumunum með trypsini eða pípettu.  
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Mynd 8. CCR4 tjáningin var há hjá CD4+ og CD8+ T- frumum fyrir og eftir samrækt með      
húðfrumum.  

Tjáning CCR4 viðtakans hjá CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samrækt með húðfrumum sem 
voru meðhöndlaðar með eða án D- vítamíns. Niðurstöðurnar skiptast eftir því hvernig 
frumurnar voru losaðar frá húðfrumum í samræktinnni. Tjáning CCR4 var mæld á degi 0, 1, 
3, og degi 5-7. Niðurstöðurnar eru þríendurteknar og sýna meðaltal og staðalskekkju 
meðaltals.  
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Niðurstöðurnar á mynd 9A og B byggja á tíðni CD4+ T- fruma sem tjá CCR10 eftir samrækt með 

húðfrumum með og án D- vítamíns í frumurækt. Niðurstöðurnar skiptast eftir því hvernig frumurnar 

voru losaðar frá húðfrumum í samræktinni. Samkvæmt niðurstöðum á mynd 9A jókst tíðni CD4+ T- 

fruma sem tjá CCR10 viðtakann í samrækt með húðfrumum án meðhöndlunar með D- vítamíni, tíðnin 

jókst því lengur sem frumurnar voru í samræktinni. Tjáning CCR10 viðtakans var 1,5% hjá CD4+ T- 

frumum áður en þær voru settar í samrækt með húðfrumum og var tjáningin 2,3% á síðustu dögum 

ræktarinnar. Þegar frumurnar voru meðhöndlaðar með D- vítamíni minnkaði tjáning CCR10 viðtakans 

hjá CD4+ T- frumum í upphafi samræktar, tjáningin fór úr 1,5% niður í 0,9% á degi 1. Tjáningin jókst 

hins vegar aftur því lengur sem frumurnar voru í samrækt með húðfrumum og á síðustu dögum 

samræktarinnar var tjáning CCR10 viðtakans 1,5% líkt og fyrir samrækt með húðfrumum.  Mynd 9C og 

D sýnir tjáningu CCR10 viðtakans hjá CD8+ T- frumum eftir samrækt með húðfrumum, tjáningin sýndi 

ekki sömu hegðun og hjá CD4+ T- frumum. Trypsin var notað til að losa frumur úr samræktinni. 

CCR10 tjáningin var lægri hjá CD8+ og CD4+ T- frumum sem voru meðhöndlaðar með trypsini í lok 

samræktar, sjá mynd 9B og D. 
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Mynd 9. Tjáning CCR10 viðtakans hjá CD4+ T- frumum jókst í samrækt með húðfrumum. 

Tjáning CCR10 viðtakans hjá CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samrækt með húðfrumum 
sem voru meðhöndlaðar með eða án D- vítamíns. Niðurstöðurnar skiptast eftir því hvernig 
frumurnar voru losaðar frá húðfrumum í samræktinnni. Tjáning CCR10 var mæld á degi 0, 
1, 3, og degi 5-7. Niðurstöðurnar eru þríendurteknar og sýna meðaltal og staðalskekkju 
meðaltals.  
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5 Umræða 

Húðin er líffæri sem við erum gjörn á að líta á sem sjálfsagðan hlut. Flestir líta á húðina sem hlutlausa 

kápu utan um mikilvæg innri líffæri. Húðin er hins vegar líffæri eitt og sér með margþætta starfsemi 

sem ekki verður skilin nema að kafa ofan í líffræði húðfruma og samskipti þeirra við bandvefsfrumur, 

æðaþelsfrumur og ónæmisfrumur. Húðin er vörn gagnvart áreitum en jafnframt skynfæri okkar og 

ónæmiskerfi. Í rannsóknarvinnu minni hef ég einblínt á að auka skilning á skriði T- fruma til húðar. Í 

þessu sambandi setti ég upp frumuræktunarmódel sem líkir að einhverju leyti eftir in vivo aðstæðum á 

skriði T- fruma úr blóðrás og í húðvef. Slíkt frumuræktunarkerfi getur nýst til rannsókna á hvaða þættir 

stýra T- frumum til húðar.  

Skoðuð voru samskipti húðfruma og T- fruma með samræktun þessara frumutegunda og áhrif á 

tjáningu húðsértæku ratvísissameindanna á T- frumum, einnig voru skoðuð áhrif D- vítamíns á 

samrækt T- fruma og húðfruma. 

 

5.1 Frumuræktunarmódelið 

Fyrstu tilraunir mínar miðuðu að því kanna skrið einkjarna blóðfruma í gegnum kollagengel en 

kollagen er einmitt meginuppistaða í millifrumuefni leðurhúðar. Við skrið T- fruma til húðar ferðast 

frumurnar fyrst úr blóðrás og yfir æðaþelið. Sameindir sem koma þar við sögu er CLA og CCR4 sem 

bindast E- selektín og efnatoganum CCL17 á æðaþeli. Við tengingu CCR4 við CCL17 virkjast 

integrinsameindir sem bindast æðaþelsviðloðunarsameindum og frumurnar skríða yfir æðaþelið (16). 

Blóðæðar í húð liggja í gegnum leðurhúð og þegar T- frumurnar hafa skriðið yfir æðaþelið eru þær 

komnar í bandvef leðurhúðarinar. Bandvefur leðurhúðar er kollagenríkur eins og fyrr segir en auk þess 

eru elastískir og reticular þræðir í vefnum ásamt frumum ónæmiskerfisins, þar á meðal T- frumur sem 

hafa skriðið til húðar (1). Hugmynd mín var því að nota kollagengelið til að líkja eftir kollagenríkum vef 

leðurhúðar í frumuræktunarmódelinu. Efnatogarnir CCL19 og CCL17 voru steyptir í kollagengelið til að 

reyna að auka frumuskrið í gelið. CCL19 bindst CCR7 viðtakanum sem er tjáður á óreyndum T- 

frumum (10).  

Í kollagengelinu var CCL19 efnatoginn notaður sem jákvætt viðmið. CCL19 er bindill fyrir CCR7, 

sem er eitlasértækur ratvísisviðtaki, mest tjáður á óreyndum T- frumum. Í skriðtilraununum voru 

notaðar ræstar einkjarna blóðfrumur, en ræstar T- frumur tjá einnig CCR7 viðtakann þó tjáningin sé 

minni en hjá óreyndum T- frumum. Þegar ég lít til baka hefði ég átt að mæla tjáningu CCR7 viðtakans 

í frumuhópnum áður en ég framkvæmdi tilraunirnar, líkt og ég gerði fyrir CCR4 viðtakann sem CCL17 

efnatoginn bindst.  

CCL17 efnatoginn sem bindst CCR4 viðtakanum er tjáður á æðaþeli. Því má velta fyrir sér af 

hverju efnatogi sem er tjáður áður en frumurnar fara í leðurhúð er notaður en ekki efnatogi líkt og 

CCL27 sem er tjáður af húðfrumum yfirhúðar. Til að svara þessu þótti CCL17 efnatoginn hentugri en 

CCL27 því tjáning CCR4 viðtakans er mjög há á T- frumum, andstætt tjáningu CCR10 viðtakans sem 

er lítið tjáður á T- frumum í blóði.   
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Í upphafi frumuræktar einkjarna blóðfruma voru frumurnar meðhöndlaðar með eða án TGF-β1. 

Boðefnið var notað í frumuræktina til að mæla hvort aukin tjáning á CCR4 viðtakanum mældist hjá 

frumum sem fengu TGF-β1. Þar af leiðandi hvort frumur með hærri CCR4 tjáningu sýndu aukið skrið í 

kollagengel með CCL17 efnatogum en niðurstöður Sallusto og félaga höfðu sýnt aukna mRNA 

tjáningu CCR4 viðtakans þegar boðefnið var til staðar (32). Á degi fimm í frumurækt var CCR4 

tjáningin mjög há hjá CD4+ T- frumum hvort sem frumurnar voru meðhöndlaðar með eða án TGF-β1. 

Áhrif frá boðefninu hefði því mögulega lítið að segja um aukið frumuskrið í kollagengel með CCL17 

efnatoganum þar sem CCR4 tjáningin var mjög há hjá CD4+ T- frumum þó þær hafi ekki verið 

meðhöndlaðar með boðefninu. CCR4 tjáning CD8+ T- fruma var mun lægri á degi fimm í frumurækt en 

hjá CD4+ T- frumum og áhrif af TGF-β1 sjást á CCR4 tjáningu hjá CD8+ T- frumum. Áhrif TGF-β1 á 

CD8+ T- frumur eru ekki marktæk og geta stafað af einstaklingsbreytileika milli sýna. 

Notast var við einkjarna blóðfrumur í tilraununum en ekki einangraðar T- frumur þrátt fyrir að 

markmiðið með hönnun frumuræktunarmódelsins hafi verið að líkja eftir aðstæðum við skrið T- fruma 

úr blóðrás og í húðvef.  Ástæða þess að notaðar voru einkjarna blóðfrumur var sú að skriðtilraunirnar 

voru þróunartilraunir á notkun kollagensgelsins og gerðar til að skoða hvort gelið væri hentug lausn til 

að líkja eftir leðurhúð í frumuræktunarmódelinu.  

Að lokinni einangrun einkjarna blóðfruma voru þær CFSE litaðar til að geta skoðað frumuskiptingar 

og þar með hvort frumur höfðu gengið í gegnum ræsingu. Upphaflega var notast við mítógenið PHA til 

að ræsa frumuhópinn og ræsingin skoðuð á CFSE lituðum frumum í frumuflæðisjá. Ræsingin tók hins 

vegar langan tíma og því var ákveðið að notast við mótefnaræsingu. Mótefni gegn CD3 sameindinni á 

T- frumuviðtakanum og CD28 sameindinni á T- frumum voru notuð. Aðferðin líkir þó ekki eftir 

angafrumuræsingu því í mótefnaræsingu ræsast allar frumur sem bera CD3 og CD28 sameindina, s.s. 

allar T- frumur. Í angafrumuræsingu eru hins vegar bara T- frumur sem eru sértækar fyrir 

mótefnavakanum sem eru ræstar. Einkjarna blóðfrumurnar voru notaðar í kollagenskriðtilraunir á 

fjórða til fimmta degi í frumurækt en þá hafði stór hluti frumanna gengið í gegnum ræsingu. 

Niðurstöður á skriði einkjarna blóðfruma í kollagengel á mynd 5 í niðurstöðukafla eru úr einni tilraun 

og því ekki hægt að álykta út frá þeim hvort kollagengelið henti í frumuræktunarmódelið.  Hins vegar 

geta þær gefið vísbendingar um skriðhegðun frumanna. Niðurstöður mínar eru skoðaðar á 2, 4, 6 og 

24 klst en þar sem lítill sem enginn munur er fyrr en við 24 klst, rýni ég aðallega í niðurstöður á þeim 

tímapunkti. Kollagengelið með CCL19 efnatoganum voru aðstæður sem áttu að gegna hlutverki sem 

jákvætt viðmið, borið saman við aðstæður með CCL17 efnatoganum. Frumurnar skriðu hins vegar 

meira í kollagengel með CCL19 heldur en kollagengel með CCL17 í tilfelli fruma sem voru ekki 

meðhöndlaðar með TGF-β1. Þegar frumurnar voru meðhöndlaðar með TGF-β1 þá er frumuskriðið 

mest í kollagengel með CCL17 í auknum styrk. 

Eftir 24 klst hafa frumurnar einnig skriðið talsvert í kollagengelið sem innihélt ekki efnatoga. 

Tilraunir McGettrick og félaga á skriði T- fruma yfir æðaþel sem var ræktað ofan á kollagengeli sýndu 

að T- frumurnar skriðu illa í kollagengel án efnatoga. Frumurnar tengdust æðaþelinu en héldu ekki 

áfram yfir í bandvefslíka gelið. Ísteyping efnatogans CXCL10 jók hins vegar skrið fruma í kollagengelið 

og eru niðurstöður þeirra skoðaðar eftir 24 klst frumuskrið líkt og mínar niðurstöður (31). 
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Kollagentilraunirnar sem voru framkvæmdar leiddu okkur að hentugri uppsetningu á módeli  til að 

skoða frumuskrið í kollagengelið. Fleiri tilraunir við sömu aðstæður og niðurstöður á mynd 5 í 

niðurstöðukafla voru framkvæmdar við, gefa okkur frekari niðurstöður á skriðeiginleikum einkjarna 

blóðfruma í kollagengeli og þar með hvort gelið henti mögulega til að líkja eftir leðurhúð í 

frumuræktunarmódelinu. 

Annar hluti verkþáttarins við að setja upp frumuræktunarmódel sem líkir eftir ferðalagi T- fruma til 

húðar var framkvæmdur með því að nota Transwell frumuræktunarkerfi, (mynd 10).  

 

Mynd 10. Uppsetning á frumuræktunarmódeli í Transwell kerfi.  

Ræstar einkjarna blóðfrumur fara ofan á æðaþelsfrumulagið (HUVEC frumur) sem er 
meðhöndlað með eða án TNF-α og IL-1β. Einkjarna blóðfrumurnar bindast æðaþelinu, 
skríða yfir það og í gegnum himnugöngin. Í botninum er húðfrumulag sem er meðhöndlað 
með sömu boðefnum og æðaþelið, mynd frá (35). 

 

Transwell frumuræktunarbakkinn er með 24 brunnum, ofan í hverjum brunni er efra hólf sem er 

færanlegur brunnur með botn úr polycarbonatehimnu. Himnan er með 5,0 µm göngum sem frumur 

geta skriðið í gegnum. HUVEC frumulag var ræktað ofan á himnubotninn í efri brunn 

frumuræktunarbakkans, í neðri brunn voru húðfrumur ræktaðar á botninn. Brunnurinn var svo fylltur 

upp með æti. Frumurnar voru meðhöndlaðar með og án boðefnanna TNF-α og IL-1β, en bæði 

æðaþelsfrumur og húðfrumur seyta boðefnunum í upphafi ónæmissvars. Boðefnin auka in vitro 

tjáningu CCL27 efnatogans hjá húðfrumum (19) en hjá æðaþelsfrumum auka boðefnin tjáningu 

viðloðunarsameinda sem tengjast T- frumum þar á meðal  E- selektín sem bindst CLA sameindinni á 

T- frumum (10).  

Tilraunin fólst í skriði einkjarna blóðfruma yfir æðaþelslagið, í gegnum himnuna og í húðfrumulagið 

í botni frumuræktunarmódelsins. Einkjarna blóðfrumur voru einangraðar úr blóði og ræstar með 

mótefnum gegn CD3 og CD28 sameindunum. Frumurnar voru notaðar í tilraunir á 

frumuræktunarmódelinu á fimmta til sjötta degi frumuræktar en þá höfðu frumurnar gengið í gegnum 

ræsingu. Dagamunur á uppsetningu skýrist af því að ekki voru allar frumugerðar sem áttu að vera í 
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frumuræktunarmódelinu tilbúnar á tilsettum degi. Einkjarna blóðfrumurnar voru settar ofan á HUVEC 

frumulagið og fyllt upp í brunn með æti sem hentaði T- frumum.  

Skriðtilraunin var fólgin í að mæla tjáningu húðsértæku ratvísissameindanna hjá T- frumum í 

frumuflæðisjá. Skoðuð var tjáning T- fruma sem bundust HUVEC frumum sem voru meðhöndlaðar 

með og án boðefnanna TNF-α og IL-1β og einnig tjáning hjá T- frumum sem skriðu yfir HUVEC 

frumurnar, í gegnum himnuna og í húðfrumubotnlagið. Kanna átti hvort mældist munur á tjáningu 

húðsértæku ratvísissameindanna hjá T- frumum við þessar mismunandi aðstæður. 

Í fyrstu uppsetningu tilraunarinnar voru tekin sýni 2, 5 og 24 klst eftir að einkjarna blóðfrumurnar 

voru settar á HUVEC frumulagið. Ég vildi skoða mismunandi tímapunkta í upphafi til að geta í 

framhaldinu séð hvaða tímapunktar hentuðu best til skoða skriðið í frumuræktunarmódelinu. Sýnin 

voru lituð með mótefnum gegn húðsértæku sameindunum á yfirborði T- fruma en of fáar frumur 

reyndust vera í hverju sýni og því ekki hægt að vinna niðurstöður úr frumuflæðisjágögnum. Sýni voru 

því tekin eftir 24 klst í næstu tilraun og frumur sameinaðar úr nokkrum brunnum í eitt sýni. Frumur 

reyndust ennþá of fáar í sýnum frá HUVEC frumulaginu. Í þriðju tilraun voru sýni tekin eftir 24 klst og 

reyndust sýni innihalda nægilegt magn af frumum frá báðum frumulögum, niðurstöðurnar eru því 

aðeins úr einni tilraun. Enginn munur var á tjáningu húðsértæku ratvísissameindanna hjá T- frumum úr 

þessari einu tilraun.  

Fleiri tilraunir á frumuræktunaruppsetningunni eru nauðsynlegar til að útfæra hana betur. Gera þarf 

fleiri tilraunir þar sem frumuskriðið er skoðað eftir 24 klst en einnig þarf að skoða fleiri tímapunkta og 

þá mun fyrr því samkvæmt niðurstöðum McGettrick og félaga þá skríða T- frumur hratt yfir æðaþelið 

og niðurstöður þeirra á skriði fruma yfir æðaþel eru mældar mun fyrr en mínar niðurstöður (31). Í 

framhaldinu þyrfti svo að koma leðurhúðareftirlíkingu inn í frumuræktunarmódelið, en fleiri niðurstöður 

á kollagengelinu þarf til að skoða hvort það sé nothæft í módelið. Tilraunir á frumuræktunarmódelinu, 

bæði kollagentilraunir og uppsetningar á Transwell kerfi voru frumtilraunir á þróun 

frumuræktunarmódelsins og því var notast við einkjarna blóðfrumur en ekki hreinan T- frumuhóp. Til 

að fullmóta hönnun frumuræktunarmódelsins þyrfti gera tilraunir þar sem einangraðar yrðu T- frumur til 

að nota í tilraunirnar. 

 

5.2 Áhrif húðfruma og D- vítamíns á tjáningu húðsækinna 
ratvísissameinda á T- frumum 

Markmið þessa verkþáttar var að skoða áhrif D- vítamíns á T- frumur og húðfrumur og svo jafnframt að 

skoða áhrif samrækar húðfruma og T- fruma með tilliti til tjáningar á húðsértæku ratvísissameindanna 

á T- frumum. Við vinnslu á niðurstöðum úr frumuflæðisjá í Flowjo forritinu var tjáning CLA, CCR4 og 

CCR10 sameindanna takmörkuð við frumur sem tjá CD4 og CD8 sameindirnar og því ættu niðurstöður 

að einskorðast við tjáningu hjá T- frumum en ekki húðfrumum. Niðurstöður Homey og félaga sýndu að 

CCR10 viðtakinn er ekki tjáður á húðfrumum (36) en aftur á móti komu Fujimoto og félagar fram með 

þær niðurstöður að CCR4 og CCR10 tjáning sé í húðfrumum (37). Ekki er því hægt að fullyrða að 

tjáning þessara sameinda sé einungis hjá T- frumum.  
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Eins og í öðrum tilraunaþáttum þessa verkefnis var notast við einkjarna blóðfrumur sem voru 

ræstar með mótefnaræsingu og frumur notaðar í húðfrumusamrækt þegar þær höfðu gengið í gegnum 

ræsingu. Einkjarna blóðfrumur voru notaðar í samrækt á fimmta til áttunda degi frumuræktar. 

Dagamunurinn skýrist af bið eftir húðfrumuræktuninni, en húðfrumurnar þurftu að þekja 70-80% af 

frumuræktunarbotninum áður en samrækt gat hafist.  

Frumurnar voru losaðar úr samrækt með tvenns konar hætti, annars vegar var frumulagið sogað úr 

frumurækt með pípettu og svo var notuð trypsinaðferð. Trypsinaðferðin var notuð til að losa frumur 

sem voru ef til vill of fast bundnar húðfrumum til þess að losna úr ræktinni með pípettu. Þekkt er að 

trypsin geti klippt sameindir af frumum og ef skoðaðar eru niðurstöður á myndum 7-8 þá sést að 

niðurstöður á tjáningu CLA sameindarinnar og CCR4 voru sambærilegar hvort sem frumurnar voru 

losaðar með pípettu eða með trypsini. Tjáning CCR10 viðtakans var hins vegar örlítið lægri á frumum 

sem voru meðhöndlaðar með trypsini. 

Niðurstöður á tjáningu sameindanna CLA, CCR4 og CCR10 á CD4+ og CD8+ T- frumum eftir 

samrækt með húðfrumum með eða án D- vítamíns voru þríendurteknar. Niðurstöðurnar sýna áhrif 

húðfrumusamræktar á tjáningu sameindanna með eða án D- vítamíns. Áhrif D- vítamínsins er erfitt að 

túlka þar sem inn í tilraunirnar vantaði aðstæður án húðfruma, þar sem einungis eru skoðuð áhrif D- 

vítamíns á T- frumur.  

CLA tjáningin hjá CD4+ og CD8+ T- frumum minnkaði í samrækt með húðfrumum og sömu áhrif 

sjást ef að D- vítamín var með í samræktinni. Möguleg skýring á tilhneigingu CLA tjáningar til að lækka 

í húðfrumusamrækt gæti verið áhrif frá húðfrumunum. Þegar T- frumur skríða í gegnum æðaþelið 

tengist CLA sameindin E- selektín en þegar frumurnar eru komnar út í húðvefinn er ekki lengur þörf á 

CLA tjáningunni og því möguleg skýring að það slökkni á henni vegna áhrifa frá húðfrumunum. Áhrif 

húðfruma á CLA tjáninguna milli upphafs- og lokadaga samræktarinnar eru ekki marktæk, en mikill 

breytileiki er á tjáningu CLA á degi 0. Breytileikinn á degi 0 getur stafað af því að ræstu einkjarna 

blóðfrumurnar höfðu verið mislengi í frumurækt áður en þær voru settar í samrækt með húðfrumum. 

CLA tjáningin lækkaði einnig þegar D- vítamín var sett í ræktina, en líkt og áður hefur verið nefnt í 

þessari ritgerð hefur D- vítamín hamlandi áhrif á CLA sameindatjáningu (24). Forvitnilegt hefði verið ef 

tilraunir mínar hefðu innihaldið aðstæður þar sem einungis voru skoðuð áhrif D- vítamíns á CLA 

tjáninguna hjá T- frumum.  

CCR4 tjáningin var mjög há bæði hjá CD4+ og CD8+ T- frumum, ekki er munur á tjáningunni hvorki 

í húðfrumusamrækt milli daga né ef D- vítamín var í frumuræktinni. Viðtakinn er ekki sértækur fyrir 

ratvísi til húðar nema hann sé tjáður á CLA+ T- frumum.  

CCR10 tjáningin var mjög lág hjá bæði CD4+ og CD8+ T- frumum og breytileiki á tjáningu CCR10 

viðtakans var mikill milli tilrauna. CCR10 tjáningin hjá CD4+ T- frumum hafði tilhneigingu til að hækka í 

samrækt með húðfrumum og jókst tjáningin því lengur sem frumurnar voru í samrækt með 

húðfrumum. Hins vegar sýna CD8+ T- frumur ekki sömu hegðun og CD4+ T- frumur og veikir það 

vísbendinguna sem niðurstöður CD4+ T- fruma sýndu, að húðfrumur hafi áhrif á CCR10 tjáningu T- 

fruma.  
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Niðurstöður mínar sýndu ekki þá tilhneigingu að CCR10 viðtakinn aukist undir áhrifum D- vítamíns. 

Niðurstöður Heklu Sigmundsdóttur og félaga sýndu fram á að D- vítamín eykur CCR10 tjáningu T- 

fruma þegar það er til staðar við angafrumuræsingu óreyndra T- fruma. Uppsetning tilraunanna eru þó 

töluvert ólíkar, T- frumurnar sem ég mældi CCR10 tjáninguna hjá, höfðu gengið í gegnum ræsingu 

þegar þær urðu fyrir áhrifum D- vítamínsins. Mögulega þarf  D- vítamínið að vera til staðar við ræsingu 

T- frumanna til að hafa áhrif á CCR10 viðtakann. 
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6 Ályktanir 

Hönnun þrívíðs frumuræktunarmódels sem líkir eftir in vivo skriði T- fruma úr blóðrás, yfir æðaþel og í 

húðvef þarf að rannsaka frekar. Aðeins ein uppsetning tókst og þarf að útfæra hana betur til að fá 

frekari niðurstöður á hegðun T- fruma í frumuræktunarmódelinu. Einnig þarf að rannsaka frekar 

skriðhegðun fruma í kollagengeli til að líkja eftir leðurhúð í frumuræktunarmódelinu og jafnvel huga að 

fleiri efnum sem gætu líkt eftir leðurhúðinni. Hugmyndin var að í fullbúnu frumuræktunarmódeli væri 

húðfrumur ræktaðar á botn frumurækunarbrunns og leðurhúðarlíki væri milli æðaþelsfruma og 

húðfruma.  Væntanlegt hlutverk frumuræktunarmódelsins er að geta skoðað hvaða þættir hafa áhrif á 

skrið T- fruma í húðvef og því þarf að skoða vel hvernig T- frumur hegða sér í frumuræktunarmódelinu 

áður en farið er að huga að því.  

Tilraunir á áhrifum húðfruma og  D- vítamíns á tjáningu húðsértæku ratvísissameindanna á T- 

frumum voru hluti af því markmiði að skoða hvað hefur áhrif á skrið T- fruma í húð. Niðurstöðurnar eru 

ekki marktækar en niðurstöður sýna vísbendingu um að húðfrumur hafi áhrif á CLA tjáningu hjá T- 

frumum, þessar vísbendingar þarf að rannsaka betur til að skilja betur áhrif húðfruma á tjáningu 

húðasértækra ratvísissameinda T- fruma.   

Mikilvægt er að rannsaka hvaða þættir hafa áhrif á skrið T- fruma í húð, þannig að skilningur fáist á 

skriði T- fruma til húðar. Sá skilningur gæti komið að notum til að þróa meðferðir og hafa áhrif á íferð 

T- fruma í bólgusjúkdómum í húð, þar á meðal psoriasis þar sem T- frumuskrið í húð er aukið. 
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